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論文内容の要旨 
 
＜第 1章 序章＞ 
研究背景・目的 
薬物代謝酵素の一つであるグルタチオン S-転移酵素（GST）は，親電子性部位をも
つ分子に対する還元型グルタチオン（GSH）の抱合反応を触媒し，Alpha，Mu，Pi
といったクラスに分類される．なかでも，Pi クラスである GSTP1 は，前立腺がんを
除く多様ながん細胞で過剰発現している．一方，GSTP1 の発現が抑制されている前
立腺がん細胞や一部のがん細胞では，5-アザ-2’-デオキシシチジン（DAC）やプロ
カインアミド，クルクミンといった DNA メチル化阻害剤が GSTP1 遺伝子の発現を
活性化することが報告されている．そのため，蛍光プローブによって細胞内における
GSTP1 を検出できれば，がん細胞の検出や DNA メチル化阻害剤による効果の可視
化が考えられた．しかしながら，既存の手法では生細胞内における特定の GST 分子
種を選択的に検出することが難しく，GSTP1 を指標にしたがん細胞の検出や DNA
メチル化阻害剤の効果の可視化を検証することは困難であった．そこで本研究では，
生細胞に適用可能な GSTP1 選択的活性検出蛍光プローブの開発を行った。 
GSTP1選択的活性検出蛍光プローブ Ps-TAcの開発 
 
 藤川らにより開発された GST 活性検出蛍光プローブ DNAT-Me は，d-PeT により
蛍光が制御されているが，GST 依存的な芳香族求核置換反応により蛍光制御団のニ
トロ基がグルタチオンに置換されることで，蛍光制御団の電子密度および LUMO の
上昇により d-PeT が解除されて強い蛍光を発する．もし，この脱ニトロ化反応を
GSTP1 選択的にすることができれば，GSTP1 活性を選択的に検出することのできる
蛍光プローブの開発が期待できる〔図 1-1〕．そこで我々は，既存の GST 活性検出蛍
光プローブ DANT-Me の蛍光制御団における脱ニトロ化反応を GSTP1 選択的に起こ
す基質を探索し、 5-メシル-2-ニトロベンズアニリドを得た〔図 1-2 (A)〕。これを蛍
光制御団とし，キサンテンを蛍光団とした蛍光プローブ Ps-TG は，GSTP1 選択的に
グルタチオン化され約 100 倍の蛍光強度上昇を示した〔図 1-2 (B)〕．次に，Ps-TG を
プロドラッグ化した細胞膜透過型プローブ Ps-TAc を用いて，細胞内 GSTP1 活性を
検出できるか検証した．その際，評価系として，赤色蛍光を発するタンパク質（DsRed）
と FLAG タグを導入した各 GST 分子種を強制発現させるプラスミド
（pIRES2-DsRed- 
Express2/3xFLAG-GST）を導入した MCF7 細胞を用いた〔図 1-2 (C)〕．ライブセル
イメージングの結果，Ps-TAc を用いたイメージングにより GSTP1 を発現する MCF7
細胞から強い蛍光が検出された〔図 1-2 (D)〕．これらの結果より，Ps-TAc を用いる
ことにより細胞内 GSTP1 活性を選択的に検出できることが示された． 
 
 
 
図 1-1 新規 GSTP1 選択的活性検出蛍光プローブの分子設計 
 
＜第 2章 Ps-TAcを用いたライブセルイメージング＞ 
がん細胞と正常細胞の識別 
 開発した GSTP1 活性検出蛍光プローブ Ps-TAc を用いて，がん細胞と正常細胞を
識別できるか検証するため，がん細胞（HT1080）と正常細胞（NHDF）を共培養し，
Ps-TAc を負荷した．その結果，HT1080 からのみ強い緑色蛍光が検出された〔図 2-1 
(A)〕．以上より，Ps-TAc を用いてがん細胞と正常細胞を識別できることが示された 
DAC処理したがん細胞のライブセルイメージング 
 GSTP1 の発現が抑制されている前立腺がん細胞や一部のがん細胞では， DAC を
はじめとする DNA メチル化阻害剤が GSTP1 遺伝子の発現を活性化することが報告
されている〔図 2-1 (B)〕．そこで，DAC を処理した MCF7 細胞の中から Ps-TAc を
用いて，GSTP1 発現 MCF7 細胞を検出できるか検証した．その結果，6 日間 DAC
を処理した MCF7 細胞から強い蛍光が検出された〔図 2-1 (C)〕．以上より，Ps-TAc
を用いて GSTP1 発現 MCF7 細胞を細胞レベルで検出できることが示された． 
 
 
 
 
 
 
  
図 1-2 （A）5-メシル-2-ニトロベンズアニリドの構造式，（B）Ps-TG の反応前後における蛍光スペ
クトル，（C）プラスミド（pIRES2-DsRed Express2/3xFLAG-GST）を用いた評価系の概略図，（D）各
GST 分子種を発現させた MCF7 細胞に Ps-TAc を負荷し，DsRed 陽性細胞において検出された緑色蛍光
の蛍光強度 
図 2-1（A）Ps-TAc を用いた HT1080／NHDF 共培養系のイメージングから検出された緑色蛍光の経時
変化，（B）DAC をはじめとする DNA メチル化阻害剤が GSTP1 遺伝子の発現を活性化する概略図，（C）
Ps-TAc を用いた，DAC 処理した MCF 細胞のライブセルイメージング画像 
＜第 3章 TokyoMagentaを母核とした GSTP1活性検出蛍光プローブ＞ 
 他の蛍光プローブとのマルチカラ ーイ
メージングを行うことを想定し， 
TokyoMagenta を母核とした
GSTP1 活性検出蛍光プローブ
Ps-TM を開発した．合成した Ps-TM は
GSH/GSTP1 とのインキュベーショ ンに
より約 8 倍の蛍光強度上昇を示した 〔図
3-1〕． 
 
 
＜第 4章 結論＞ 
総括 
 本研究では，GSTP1 選択的にグルタチオン抱合反応を受ける 5-メシル-2-ニトロベ
ンズアニリドを見出した．この5-メシル-2-ニトロベンズアニリドを蛍光制御団とし，
TokyoGreen を母核とした蛍光プローブ Ps-TG は GSTP1 選択的にグルタチオン抱合
反応を受けて約 100 倍の蛍光強度上昇を示した．さらに Ps-TG の細胞膜透過型誘導
体である Ps-TAc を用いて，GSTP1 発現がん細胞の検出やがん細胞と正常細胞の共
培養系からがん細胞の識別ができることが示唆されたことから，Ps-TAc が細胞内
GSTP1 活性を選択的に検出する蛍光プローブとして有用であることが示された． 
 他の蛍光プローブとのマルチカラーイメージングを行うため， GSTP1 選択的基質
である 5-メシル-2-ニトロベンズアニリドを蛍光制御団とし，TokyoMagenta を母核
とした GSTP1 活性検出蛍光プローブ Ps-TM を開発した．開発した Ps-TM は GSTP1
によりグルタチオン抱合反応を受けて約 8 倍の蛍光強度上昇を示した．以上より， 
GSTP1 選択的基質を蛍光制御団に組み込み，蛍光制御機構として d-PeT を作動原理
とした GSTP1 選択的活性検出蛍光プローブを開発する設計戦略が有用であることが
示された． 
 
研究成果が掲載されている論文 
A highly selective fluorogenic substrate for imaging glutathione S-transferase P1: 
development and cellular applicability in epigenetic studies, Masaya Mori, Yuuta 
Fujikawa, Manami Kikkawa, Moeho Shino, Mei Sawane, Shiho Sato and Hideshi 
Inoue, Chemical Communications, 55, 8122-8125 (2019).    
 
 
 
図 3-1（A）Ps-TM の構造式，（B）Ps-TM の反応前
後における蛍光スペクトル 
 
審査結果の要旨 
 
薬物代謝第Ⅱ相酵素グルタチオン S-転移酵素の一種である GSTP1 は，多様ながん細
胞で高発現していることが知られている．GSTP1 の活性を検出する蛍光プローブは，
がん細胞の検出等への応用の可能性がある．また，GSTP1 は，薬物代謝酵素として
ある種の抗がん剤耐性に寄与する他，JNK と結合してその活性化を阻害することで
アポトーシスを抑制するとの報告があり，このような機序によっても抗がん剤に対す
る治療抵抗性に寄与することが考えられている．本研究では，GSTP1 活性検出蛍光
プローブとして Ps-TAc を有機合成的に開発した．in vitro で細胞を用いた実験にお
いて，このプローブを用いることによって，がん細胞と正常細胞を識別できることが
示された．また，エピジェネティックな制御の変化による GSTP1 の発現も検出でき
ることが示され，エピジェネティクス研究のツールとしてのこのプローブの可能性を
示した．ここまでの内容は既にChemical Communications誌に論文発表されている．
次に他の蛍光プローブとのマルチカラーイメージングを行うことを目的に，蛍光波長
の異なる GSTP1 活性検出蛍光プローブ（赤色）を開発した．また，その他に合成し
た蛍光プローブが，たいへんユニークな特性を有することを見出し，新たな蛍光プロ
ーブの応用法の可能性を示した．この内容については，特許出願が予定されている．
原理的に GST 以外の酵素を対象とすることが可能であり，今後の蛍光プローブの新
たな展開が期待される．以上の研究は，有機合成による独自の化合物のデザイン・合
成からスタートし，細胞等を用いた有用性の立証へと展開されている．また，今後の
大きな展開が展望として示されており，意義のある論文およびプレゼンテーションの
内容であった．博士（生命科学）に十分に値すると判断する． 
 
 
 
